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RESUMEN

Ternstroemia acrodantha Kobuski & Steyerm. pertenece al orden
Ericales, su familia Ternstroemiaceae y su género Ternstroemia; esta
especie es endémica de la cordillera Andina del estado Mérida-
Venezuela, donde la especie se localiza en zonas humedas entre los
2.200 y 2600 m.s.n.m. Las hojas de Ternstroemia acrodantha fueron
recolectadas en San Eusebio, Municipio Andrés Bello. Para la obtencién
de los extractos de las hojas se emple6 el método de reflujo con los
solventes de hexano y etanol; la identificacion de los compuestos
quimicos se determiné a través del andlisis fitoquimico, aplicando las
técnicas de color y/o precipitacion, por lo que se identificd la presencia
de esteroles por la técnica de Liebermman-Burchard y los compuestos
fendlicos mediante la prueba con cloruro de hierro. Para la actividad
antibacteriana se empled el método de difusion de disco en agar (Kirby
Bauer), con bacterias de referenciainternacional ATCCy laaplicacion del
extracto etandlico de las hojas, en el cual se presencié actividad
antibacteriana en las cepas de Staphylococcus aureus (7mm),
Enterococcus faecalis (9mm), Klebsiella pneumoniae (12 mm) vy
Pseudomona aeruginosa (8mm). Por lo que en el presente estudio se
confirma que los extractos de las hojas de T. acrodantha tiene relacion
con la actividad antibacteriana y se establece los primeros metabolitos
secundarios de esta especie, que no habia sido estudiada a nivel quimico
ni bioldgico.

Palabras claves: Trenstroemia, actividad antibacteriana, metabolitos
secundarios, inhibicién bacteriana.
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INTRODUCCION

El descubrimiento de las propiedades curativas de las plantas fue
meramente instintivo; el hombre primitivo encontré en ellas el alimento y la
medicina; se percatd de sus propiedades apoyandose también en la
observacion de los animales que las ingerian (Vivot y Sanchez, 2012). Es por
ello que se ha definido la medicina tradicional como la suma de todos los
conocimientos tedricos y practicos, los cuales han sido utilizados para el
diagnéstico, prevencion y supresion de enfermedades fisicos o mentales,
(Albornoz, 2001).

Los seres vivos sintetizan una gran variedad de compuestos que se
definen como metabolitos secundarios, en la mayoria de los casos no tienen
utilidad aparente para el ser que lo sintetiza, a diferencia de los metabolitos
primarios, que presentan una utilidad definida. Las plantas elaboran una gran
diversidad de productos quimicos, los cuales usan principalmente como
mecanismo de defensa, sin embargo, el hombre puede aprovechar estas
propiedades para su beneficio, encontrando en los recursos naturales la
solucion a diferentes problematicas, permitiendo el descubrimiento de
diferentes productos, entre ellos los antibacterianos (Marcano y Hasegawa,
2002).

Entender y controlar la constante de emergencia de cepas bacterianas
refractarias a uno o mas antibacterianos, es uno de los mayores retos de la
comunidad cientifico-médica a nivel nacional e internacional. De hecho es un
problema creciente de salud publica a nivel mundial (OMS, 2001). La
resistencia a los antibiéticos, incluida la resistencia a multiples antibacterianos,
esta aumentando entre muchas bacterias en los centros de atencion de salud
(Uchil, Singh y Viijay 2014).



En respuesta a la necesidad de conseguir alternativas eficaces para el
control de las infecciones bacterianas, se ha recurrido a la fitoquimica logrando
encontrar nuevas moléculas activas (Avila, Baquero, Vina y Murillo. 2005). Asi,
a pesar del avance alcanzado por la sintesis quimica, se ha podido encontrar
que las plantas son fuentes valiosas de sustancias activas con propiedades
antibacterianas (Nacimiento, Locatelli, Freitas, Silva. 2000).

En tal sentido, en la presente investigacion se determiné la composicion
quimica y la actividad antibacteriana de los extractos de las hojas de
Ternstroemia acrodantha Kobuski & Steyerm.

De este modo, el presente trabajo esta sistematizado en correspondencia
con las normas de la Asociacion Americana de Psicologia (siglas en Ingles
APA) de la siguiente manera: El Capitulo I, denominado El Problema, consta
de los siguientes subtitulos: Planteamiento del problema, Justificacion,
Objetivos de la investigacion, tanto general como especificos, Alcances y
Limitaciones de la investigacion. El Capitulo Il, denominado Marco Tedrico,
contiene los siguientes elementos: Trabajos previos, Antecedentes histéricos,
Bases teoricas, Definicion operacional de términos, Operacionalizacion de las
variables e Hipétesis. ElI Capitulo 1ll, denominado Marco Metodoldgico,
comprende: Tipo de investigacion, Disefio de la investigacion, Poblacion y
muestra, Sistema de variables, Metodologia de la investigacion y Disefio de
analisis. El Capitulo 1V, se refiere a Resultados y Discusiones. El Capitulo V,
se encuentra las Conclusiones y Recomendaciones obtenidas con el
desarrollo de la investigacion en relacion al logro de los objetivos planteados.

Posteriormente se reflejan las Referencias Bibliohemerograficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

Las bacterias han evolucionado compartiendo su informacion genética
entre ellas, por lo que existe una interaccién reciproca entre el hospedador y
el huésped; esta poblacion recibe el nombre de microbiota habitual y forma
una barrera de proteccion frente a agentes patdégenos (Virgin. 2007). La
presencia y desarrollo de estos microorganismos se denomina colonizacion y
no tiene importancia clinica ni deteccion de respuesta inmune en el organismo,
sin embargo, pueden producir infeccién cuando disminuye el sistema inmune
(Jarvis. 1996). La resistencia a los antibacterianos a expuesto la eficacia en
cuanto la prevencion y tratamiento de una gran variedad de infecciones que
cada vez aumenta a causa de la resistencia bacteriana, esta se produce
cuando los microorganismo sufren cambios al verse expuesto a los antibiéticos
y como resultados los medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones
persisten, lo que incrementa el riesgo de propagacion (Moreno, Gonzélez y
Beltran. 2009).

Debido a la gran incidencia, algunos autores han sugerido nuevas
alternativas terapéuticas, tomando en cuenta las propiedades que conforman
los extractos de las plantas; como posibles tratamientos que permitan combatir

la resistencia bacteriana (Kofogoue, Tchinda, Mbaveng y Kuete. 2022).

En vista a la problematica presentada, se formuldé la siguiente
interrogante. ¢Cual es la relacion entre la composicion quimica de los
extractos de las hojas de Ternstroemia acrodantha y su actividad

antibacteriana?, siendo que T. acrodantha hasta la actualidad no se ha



establecido sus composicion quimica, ni actividades biologicas, por eso la
razén de estudio de esta especie.



Justificaciéon de la investigacion

Las plantas medicinales han sido utilizadas como materia prima para la
produccion de extractos o para el aislamiento de sustancias puras, son
merecedoras de un interés creciente en paises industrializados y representan
el 80 % del arsenal terapéutico en los paises en desarrollo. Entre las razones
que justifican el interés creciente por las plantas medicinales silvestres, en los
paises industrializados, se pueden citar: la falta de nuevos descubrimientos
por los procesos tradicionales de la sintesis quimica, de moléculas
farmacolégicamente activas y de posible uso terapéutico, los efectos
secundarios producto del uso correcto o abusivo de algunos farmacos
sintéticos y el cambio de perfil del consumidor que, desde finales de la década
de 1980, estan prefiriendo los productos naturales, en todos los segmentos del
mercado, abarcando de esta manera los sectores de salud, alimentacion

vestuario o higiene (Sharapin. 2000).

Uno de los aspectos importantes en la investigacion con plantas
medicinales es la disminucién en el costo de la terapia medicamentosa, el
alcance de los pueblos de diferentes conocimientos practicos para el
tratamiento con plantas a un costo minimo y en armonia con la tradicion

popular de ciertas afecciones corrientes (Germosén-Robineau. 1996).

En tal sentido, diversos estudios fitoquimicos de la familia han reportado
que produce diversos metabolitos secundarios como cumarinas, esteroles,
terpenos, taninos, flavonoides, polifenoles (Moreno y cols. 2013; Kofogoue y
cols. 2022), asi mismo, en la especies T. cameronensis del mismo, donde se
ha evidenciado actividad antibacteriana, por lo que se planteé el estudio de
composicion quimica de los extractos de las hojas de Ternstroemia acrodantha

y la determinacion de la actividad antibacteriana sobre cepas de referencia



internacional, siendo el primer analisis fitoquimico y actividad antibacteriana

para la especie en estudio.



Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la compaosicion

quimica de los extractos de las hojas de Ternstroemia acrodantha.

Objetivos especificos

Obtener los extractos de hexano y etanol de las hojas de T. acrodantha

mediante la técnica de eflujo.

Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios en los extractos

previamente obtenidos a través de pruebas de coloracion y/o precipitacion.

Determinar la actividad antibacteriana de los extractos de T. acrodantha por el

método de difusion de disco en agar (Kirby Bauer).



Alcances y limitaciones de la investigacion

Alcances de la investigacion

Con esta investigacion se establecio6 el primer reporte sobre la actividad
antibacteriana y composicion quimica de los extractos de las hojas de T.
acrodantha, proporcionando informacién importante para futuras

investigaciones y contribuyendo con el conocimiento cientifico de esta planta.
Limitaciones de la investigacion

En relacion a las limitaciones de la investigacion se presentaron los

siguientes inconvenientes:

Alto costo de los reactivos, agar y materiales necesarios para el andlisis

fitoquimico y determinacion de la actividad antibacteriana.

Fallas eléctricas, escases de agua y la interrupcion del servicio de
internet, que interrumpieron en varias oportunidades el desarrollo de la parte

experimental y elaboracion del manuscrito.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos previos

Kofogoue, Tchinda, Mbaveng y Kuete (2022), realizaron estudio en
Trenstroemia cameronensis R. Letouzet en Camerun, el objetivo fue estudiar
la actividad antibacteriana de los extractos de las hojas, frutos, corteza de las
especies seleccionadas; utilizaron como método para el analisis fitoquimico,
técnicas cualitativas. La concentracion de los extractos de metanol evaluada
para la determinacion quimica y actividad antibacteriana fue: hojas (1024
ug/mL), corteza (512 ug/mL) y frutos (512 ug/mL); en su estudio, determinaron
la presencia de polifenoles, taninos, triterpenos, esteroles y flavonoides en las
hojas; polifenoles, flavonoides, antraquinonas, antocianinas y saponinas en la
corteza,; flavonoides y saponinas en los frutos. Los autores también realizaron
la actividad antibacteriana de los extractos de metanol empleando el método
de pozo de Kirby-Bauer frente a seis cepas bacterianas: Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia stuartii,
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus, la actividad potenciadora
de antibidticos fue evaluado frente a 12 tipos de antibidticos entre ellos,
eritromicina, gentamicina, ofloxacina, ciprofloxacina, flucoxacilina,
cloranfenicol, tetraciclina, azitromicina, doxiciclina, kanamicina, tianfenicol y
cloxacilina. Reportaron que, en el extracto metanol de las hojas present6é un
halo de inhibicién de 16mm y en el extracto metanol de la corteza un halo de
8mm corteza por lo que se presencid que estos extractos tuvieron actividad
potenciadora de antibidticos en P. aeruginosa; y la actividad antibacteriana de
los extractos (hojas, corteza y frutos) expreso actividad moderada contra E.

coli con un halo de 4 mm en E. aerogenes mostré un halo de 8 mmy S. aureus



manifesté un halo de inhibicion de 12 mm. Por lo que los autores concluyen
que, los extractos metanolicos de T. cameronensis presentd diversos
metabolitos secundarios asi como actividad antibacteriana, por lo esta
investigacion coincide con el presente trabajo, debido a que ambas evaltan la
actividad antibacteriana y el analisis fitoquimico de los extractos de las hojas

de una especie del género Ternstroemia.

Raju, Shintu, Reddell y Munch (2022), realizaron aislamiento y
caracterizacion de un compuesto denominado Trenstroenol: F en la especie
vegetal perteneciente a Ternstroemia cherryi (R.M. Bailey) Merr en Australia.
Los frutos fueron sometidos a por el sistema de extraccion con sohlex, donde
obtuvieron 28 g del extracto de alcohol etilico, el cual fue llevado a sequedad
completa. Para la determinaciébn del compuesto ternstroenol F, fue
resuspendido el extracto de alcohol etilico con alcohol metilico vy
posteriormente utilizaron la técnica de cromatografia en columna, teniendo
como resultado la identificacion del metabolito ternstroenol F. La especie
estudiada por dichos autores se relaciona con T. acrodantha por pertenecer al
mismo género, por lo que pudiera estar presente este metabolito en los
extractos de las hojas de T. acrodantha

Soto (2019), reportdé el perfil metabdlico de Ternstroemia pringlei
(F.M.Baley) Merr en México, determinando la diferencia entre el contenido de
los metabolitos de las colectas bimestrales de las hojas y flores. Para la
obtencién de los perfiles bioquimicos, comenzaron recolectando las muestras
entre los meses de diciembre, febrero, abril y junio, de las hojas en la etapa
de floracién, posterior a eso recogid muestras de capullos florales en
diciembre, flores recién abiertas en febrero y flores en senescencia en el mes
de abril posteriormente obtiene los extractos de metanol en las hojas y flores
de la especie y determinan los metabolitos por el método de resonancia

magnética nuclear (RMN-1H) con una concentracion de 0,05ppm. En el

10



extracto de las hojas se evidencio la presencia de triterpenos, aminoacidos y
acidos grasos, mientras que en las flores se identificé un bifenilpropanoide
(katsumadina). Los resultados obtenidos durante los meses de diciembre,
febrero, abril y junio, mostraron que hubo variacion en la concentracion de los
compuestos quimicos; por lo que Soto concluyé que dependiendo de los
meses y condiciones ambientales los metabolitos podian variar su
concentracion o incluso podian estar ausentes en determinadas
circunstancias, Los compuestos bioquimicos hallados por Soto podrian estar

presentes en los extractos de las hojas de Ternstroemia acrodantha.
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Antecedentes Historicos

La familia Ternstroemiaceae fue estudiada por primera vez por el
micologo Pyrame de Candolle y la dividié en tres tribus, en 1824 este mismo
autor agrego 2 tribus més a la familia (Luna y Ochoterana, 2004). Esta familia
fue previamente clasificada en el orden de las Guttiferales (Bentham y Hooker,
1862); (Bessey, 1915), afios mas tarde se clasificé en el orden Parietales
(Lawrence, 1951) y Theales (Cronquist, 1981). Las clasificaciones mas
actuales es el orden Ericales (Moreno, 2013). De acuerdo a un estudio
filogenético realizado por Luna y col, 2004), esta familia comprende 20
géneros (Adinandra, Anneslea, Archboldiodendron, Balthasaria, Camellia,
Cleyera, Eurya, Freziera, Gordonia, Pyrenaria, Schima, Stewartia,
Symplococarpon, Ternstroemia, Visnea, Apterosperma, Dankia,
Euryodendron, Ficalhoa y Sladenia) y alrededor de 700 especies, que se
distribuyen principalmente en regiones tropicales o subtropicales de ambos
hemisferios, con algunos géneros distribuidos en areas templadas del este de

América del Norte y Asia.

Familia Ternstroemiaceae

Dentro de la familia se encuentran algunas especies en México como
son Ternstroemia pringlei (Rose) Standley, Ternstroemia sylvatica Schitdl. &
Cham, Ternstroemia tepezapote Schitdl. & Cham y Ternstroemia oocarpa
(Rose) Melch; a lo largo de Centro América hasta Peru, Brasil y Bolivia, los
aborigenes la utilizaban como anti inflamatorio y tradicionalmente han sido
empleadas en infusiones para aliviar trastornos nerviosos para tratar dolores
reumaticos, estimulos a la cicatrizacion segun el contenido de sus principios

activos a presentado actividad antiinflamatoria, asi como también presenta una
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importante actividad antioxidante ya que incrementa las defensas
antioxidantes naturales del organismo y actia como captadores de radicales
libres (Moreno, 2013); presentan actividad antimicrobiana contra de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Enterobacter aerogenes (Kofogoue
y cols, 2022). Su composicién quimica descrita por algunos autores, reportan
que esta familia presentan alcaloides, polifenoles, flavonoides catequinas,

terpenos, cumarinas y esteroles (Moreno y col, 2013).

Género Ternstroemia

El género Ternstroemia fue propuesto por primera vez en 1781 por José
Celestino Mutis en el Supplementum Plantarum, este género es sumamente
heterogéneo y por el momento no es posible determinar una caracteristica que
defina la condicion monofilética de este taxon, que desde su circunscripcion
ha tenido muchos nombres de acuerdo al sistema de clasificacion empleado;
Taonabo es el primer nombre dado a este género y fue utilizado por muchos
botanicos de Norteamérica que seguian la norma de prioridad que dicta el
codigo de nomenclatura estadounidense. Sin embargo, el congreso del Codigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (CINB) ha adoptado el nombre de

Ternstroemia (Clarence, 1942).

Ternstroemia es el género mas extendido de la familia Ternstroemiacea,
con especies distribuidas en ambos hemisferios; este género comprende
alrededor de 243 especies de arboles y arbustos perennifolios; en zonas
tropicales de América y Asia se distribuyen alrededor de 85 especies,
principalmente en Centroamérica y 10 de ellas se encuentran en México; las
especies del género Ternstroemia se han caracterizado por el fuerte y

agradable aroma que desprenden sus flores, utilizadas cominmente en
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infusiones para calmar los nervios debido sus propiedades relajantes
(Guzméan, Reyes, Bonilla. 2014). Las flores también son utilizadas para ayudar
a disminuir el insomnio y el miedo (Fernandez, 1987). Los frutos se usan
tradicionalmente para aliviar problemas de ansiedad, trastornos del suefio y
convulsiones, por otra parte, las hojas frescas son utilizadas en la zona
montafiosa central de Veracruz en forma de cataplasmas para desinflamar
golpes (Cano, 1997).

El género Ternstroemia ha sido objeto de estudio desde finales de los
afios 70, en el que se reportd por primera vez la presencia de cuatro
metabolitos de tipo triterpeno en Ternstroemia japdnica Carl Peter: &cido
oleandlico, primulagenina, dihidropriverogenina y Al-barrigenol (Yosioka,
1978), estudios fitoquimicos posteriores permitieron aislar de los frutos de esta
especie nuevas saponinas denominadas ternstroemiésidos y bidesmosidico,
ademas, se ha reportado 3 benzoquinonas (jacaranona, 3-hidroxi-2,3-
dihidrojacaranona y 3-metoxi-2,3-dihidrojacaranona) y un derivado del acido

oleandlico y del acido ursolico (Jo, Suh, Shin, Jung y Im, 2005).

Con respecto a estudios fitoquimicos de las hojas se han aislado una
serie de metabolitos denominados fenil etanoides glucosilados, los cuales se
derivan del &cido benzoico y se caracterizan estructuralmente por contener un
hidroxifeniletil ligado a una B-D-glucopiranosa, que a su vez puede estar unido
a otras moléculas de azucar (glucosa, apiosa, galactosa, ramnosa o0 xilosa) a
partir de un enlace glucosidico (Jiménez y Riguera. 1994). Posteriormente, el
kaempferol (1) fue aislado de 2 especies mas de Ternstroemia tepezapote (Jo
y cols 2005) y Ternstroemia pringlei Rose Standl| junto con otros compuestos
como quercetina (2) y rutina (3) (Figura 1) (Aguirre, Gonzalez, Pérez, Llanos
y Guevara. 2011).
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Figura 1. Flavonoides del género Ternstroemia
Tomado y modificado de Aguirre,

Gonzalez, Pérez, Llanos y Guevara

Ternstroemia acrodantha

Es una especie de arboles que llegan a medir de 7 a 24 metros de alto

entre 30 a 40 cm de diametro; sus hojas simples alternadas miden de 6,7 a

9,5 cm de largo, elipticas u obovadas, tiene base cuneada, sus margenes

punteados, subenteros y apices agudos hasta redondeados (rara vez

discretamente emarginados), con venacion broquidédroma festoneada,

inflorescencia solitaria, por lo general agrupadas en el apice de las ramas,

donde llegan a formar falsos corimbos y pedunculos relativamente largos, 1,8

a 4,7 cm; sus flores hermafroditas de 1,5 a 1,8 cm de diametro, con los pétalos
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blancos, apenas unidas a la base, carnosos, extendido o reflejo cerca del doble
del largo de los sépalos; estambres numerosos, discretamente apiculados,
pistilos con un estiloide de longitud similar a la del ovario, en su conjunto tan
largo como los pétalos, coronado por un estigma discretamente peltado; su
fruto es capsular con dehiscencia subvalvar de 2,5 a 2,9 cm de didametro, con
un ostro conspicuo y pericarpio relativamente grueso (2 a 4 mm); semillas de
0,7 a 0,9 reniforme, lisas, con una cobertura desprendible de papilas rojas

carnosas (Steyerm, 1952).

Esta especie se encuentra dentro del orden de los Ericales (Moreno,
2019), pertenece a la familia Ternstroemiaceae (Luna y colaboradores, 2004)
del género Ternstroemia y su especie es Ternstroemia acrodantha (Figura 2)
(Steyerm., 1952). Es una especie endémica perteneciente a las cordilleras
Andinas Venezolanas. Se ha estudiado en las zonas de la carbonera a 2600
m.s.n.m; Aristiguieta a 2860 m.s.n.m; Los Molinillos a 1968 m.s.n.m; Bautista
2031 m.s.n.m; La Mucuy 2540 m.s.n.m; La Carbonera 1953 m.s.n.m; San
Eusebio 2300 m.s.n.m en el Estado Mérida (Steyermark. 1952).
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Figura 2. Hojas de la especie Ternstroemia acrodantha

Tomado y modificado de Kobuski & Steyerm.
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Bases tedricas
Productos naturales

En sentido amplio un producto natural estd formado por todos los
compuestos de la naturaleza, de forma mas restrictivo un producto natural
comprende solo los metabolitos secundarios que son especificos de las
especies (Gutiérrez y Estévez, 2009). Estos compuestos deben diferenciarse
de los metabolitos primarios que son los productos quimicos necesarios para
la vida, resultantes del metabolismo vital de todo ser vivo, como son: los
carbohidratos, los lipidos, las proteinas y los &cidos nucleicos (Torres, 2004).
Los metabolitos secundarios presentes en los productos naturales son

clasificados de la siguiente manera (Bruneton, 2001):

a) Fenoles: La denominacion de compuestos fendlicos se puede aplicar a
todos los compuestos organicos que poseen como minimo una funcion
carboxilica y un hidroxilo fendlico. Los fenoles simples (catecol,
guayacol, floroglucinol) son bastante escasos en la naturaleza salvo la
hidroguinona que se encuentra en diversas familias, frecuentemente en
forma de glucosido del difenol o de su monometiléter. Los alquilfenoles
y sus dépsidos, que provienen del metabolismo de un poli-B-cetoéster,
son caracteristicos de los liquenes (Bruneton, 2001). Ejemplos de estos
derivados son la vainillina (4) y el acido salicilico (5) (Figura 3) actian
como reguladores del crecimiento vegetal, implicados en la resistencia

de la planta frente a patégenos (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 3. Ejemplos de fenoles

Tomado y modificado de Avalos y Pérez

b) Quinonas: Las quinonas son dicetonas insaturadas que por reduccion
se convierten en polifenoles los que facilmente las regeneran por
oxidacion. Contribuyen a la coloracion de numerosos vegetales y
animales, debido a sus pigmentos que van de amarillo a violeta.
Algunos como la vitamina K, la ubiquinona y las plastoquinonas
contribuyen en la respiracion donando electrones y por ende se
encuentran en todos los seres vivos (Dominguez, 1973). En diversas
familias, frecuentemente en forma de glucésido del difenol o de su
monometiléter. Los alquilfenoles y sus dépsidos, que provienen del
metabolismo de un poli-B-cetoéster, son caracteristicos de los liquenes
(Bruneton, 2001). Las quinonas se clasifican en benzoquinonas (6)
(Figura 4), naftaquinonas, antraquinonas y fenantraquinonas. Si los
grupos ceténicos estan continuos se les llama orto y si estan separados

por un grupo vinilo (-C=C-) para (Dominguez, 1973).
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orto-benzoquinona (6)

Figura 4. Estructura de una orto-benzoquinona

Tomado y modificado de Dominguez, 1973

c) Cumarinas: Las cumarinas naturales poseen oxigeno en una o mas de
las seis posiciones nucleares disponibles, ya sea como fenoles, éteres
0 grupos glicésidos. Salvo pocas excepciones, se encuentran
oxigenadas en C-7, en consecuencia, la 7-hidroxicumarina esta
biogenética y estructuralmente emparentada con las mas complejas
cumarinas. Es comun, en muchas de ellas la presencia de cadenas
isoprénicas enlazadas a un carbono del nucleo, a un atomo de oxigeno
0 a ambos. Estos grupos prenilos pueden encontrarse como una simple
unidad de 3-metil-2-butenil, pero muchas veces es encontrado como su
correspondiente epdxido o diol, en una variedad de oxidaciones y
formas reacomodadas de estas cadenas isoprénicas (Barata y
Debenedetti, 2007). Un ejemplo de cumarina, es escopoletina (7)
(Figura 5).

L
o~ o
Escopoletina (7)

Figura 5. Estructura de una cumarina

Tomado y modificado de Barata y Debenedetti
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d) Flavonoides: Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular

producidas por casi todas las plantas vasculares. Los flavonoides estan
compuestos de dos anillos fenilos, ligados mediante un anillo pirano, lo
cual nos deja en un esqueleto de difenilpiranos: C6-C3-C6 comun en la
mayoria de los flavonoides (Es€amilla, Cuevas y Guevara, 2009). La
mayor parte de los flavonoides (a excepcion de las catequinas) esta
presente en las plantas y alimentos en forma de B-glicésidos; los
flavonoides una vez hidrolizados (agliconas o flavonas) se conjugan por
metilacion, sulfatacion o glucuronidacion principalmente y debido a que
tienen una capacidad de conjugacién alta su concentracién en el
plasma es por lo general baja; los flavonoides se dividen inicialmente
en tres clases, dependiendo del sitio de unién del anillo B con el
benzopirano: los flavonoides (2- fenilbenzopiranos), isoflavonoides (3-
benzopiranos) y los neoflavonoides (4- benzopiranos) (Estrada, Ubaldo
y Araujo, 2012).
Se ha reportado que los flavonoides poseen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anti-trombdéticas, antimicrobianas, antialérgicas,
antitumorales, antiasmaticas e inhibidoras de enzimas como la
transcriptasa reversa. Sin embargo, la principal propiedad biologica de
los flavonoides y la méas estudiada ha sido su actividad antioxidante
(Pérez, 2003). Un ejemplo de un flavonoide lo podemos observar en la
Figura 6, donde se muestra la estructura de la flavona apigenina (8).

20



Apigenina (8)

Figura 6. Estructura de una flavona

Tomado y modificado de Pérez

e) Antocianinas: Las antocianinas representan el grupo mas importante de
pigmentos hidrosolubles, estos pigmentos son responsables de la gama
de colores que abarcan desde el rojo hasta el azul en varias frutas,
vegetales y cereales. Estos compuestos son glucésidos de
antocianidinas, pertenecientes a la familia de los flavonoides,
compuestos por dos anillos arométicos unidos por una cadena de 3
carbonos. En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan
sustituciones glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o
trisacaridos que incrementan su solubilidad (Garzén, 2008). Un ejemplo
de una antocianina lo podemos observar en la Figura 7, donde se

muestra la estructura de una pelargonidina (9).

Pelargonidina (9)

Figura 7. Estructura de la antocianina

Tomado y modificado de Garzén
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f) Taninos: Los taninos son sustancias con propiedades similares a los de
los agentes tanicos comerciales los cuales precipitan alcaloides y
proteinas; se caracterizan por ser sustancias astringentes,
generalmente amorfos que pueden ser solubles en agua o soluciones
hidroalcohdlicas; precipitan en soluciones acuosas con proteinas,
especialmente albumina y gelatina, son facilmente oxidables y se
utilizan para el endurecimiento del cuero (Albornoz, 1980). Los taninos

se clasifican en:

. Hidrolizables (galotaninos y elagitaninos): aquellos que por
tratamiento con acido o por enzimas, se separan en la aglicona y en
azucares (Marcano y Hasegawa, 2002).

. Condensados: aquellos que por tratamiento no se degradan,
polimerizan aun mas, convirtiéendose en masas amorfas insolubles
conocidas como flobafenos, estos son polimeros derivados de 3-hidroxi
y 3,4-dihidroxi-flavonas (Marcano y Hasegawa, 2002). Un ejemplo de
un compuesto tanino lo podemos observar en la Figura 8, donde se

muestra la estructura de la glucogalina (10).

OH
OH
HO
HO OH 0

Glucogalina (10)

Figura 8. Estructura de un tanino

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa
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g) Alcaloides: Los alcaloides son sustancias bésicas que contienen
nitrégeno en un anillo heterociclico, son derivados de aminoacidos,
presentan distribucion taxondmica limitada y se encuentran en plantas
superiores como sales de un acido organico (Martinez, Valencia,
Jiménez y Galeano, 2008). Atendiendo a su solubilidad, propiedad
empleada para extraerlos y purificarlos, la base del alcaloide es soluble
en solventes organicos y pueden formar sales solubles en solventes
polares cuando se encuentra en acidos minerales diluidos (Martinez y
cols, 2008). Un ejemplo de unsalcaloide lo podemos observar en la
Figura 9, donde se muestra la estructura de papaverina (11).

MeO XN

N

I OMe

OMe
Papaverina (11)

MeO

Figura 9. Estructura de un alcaloide
Tomado y modificado de Martinez,

Valencia, Jiménez y Galeano

h) Esteroles: Son alcoholes sdlidos con 27 a 29 atomos de carbono, de origen
animal; su esqueleto esta formado fundamentalmente por un ciclopentano
perhidro fenantreno, comun a todos los esteroides y una cadena lateral en
la que puede insertarse radical metilo (serie ergostano) o etilo (serie
estigmastano), particularmente en C24; todos los esteroles poseen un

grupo hidroxilo en C-3 (Dominguez, 1973). Un ejemplo de un esterol se
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puede observar en la Figura 10, donde se muestra la estructura del
sitosterol (12).

Sitosterol (12)

Figura 10. Estructura de un esterol
Tomado y modificado de Dominguez

i) Triterpenos: Presentan 30 atomos de carbono poseen una estrecha
relaciéon con los esteroides y se encuentran ampliamente distribuidos en

la naturaleza tanto en el reino vegetal como en el animal (Marcano y
Hasegawa, 2002). Un ejemplo de un compuesto triterpeno lo podemos

observar en la Figura 11, donde se muestra la estructura del lupeol (13).

Lupeol (13)

Figura 11. Estructura de un triterpeno

Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa
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J)

Saponinas: Las saponinas son metabolitos secundarios que
constituyen una gran familia de compuestos estructuralmente
constituidos por un anillo terpenoide o esteroidal, conocidos como
aglicona o sapogenina, sustituidos por oligosacaridos a través de
enlaces glucosidicos que les confieren un caracter anfifilico; de acuerdo
con el nimero de sustituciones, se pueden encontrar agliconas mono,
di o triglicosiladas, también denominadas mono, di o tridesmosidicas
(Ahumada, Ortega, Chito y Benitez, 2016). Un ejemplo de un
compuesto saponina lo podemos observar en la Figura 12, donde se
muestra la estructura de la dioscina (14).

Dioscina (14)

Figura 12. Estructura de una saponina
Tomado y modificado de Ahumada,

Ortega, Chito y Benitez
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Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico, es una de las etapas
iniciales de la investigacion, esta permite determinar cualitativamente los
principales grupos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la
extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los
grupos de mayor interés. Consiste en la extraccion con solventes apropiados
(hexano, etanol, cloroformo, agua) (Palacios, 2015). Las reacciones se

fundamentan de la siguiente manera:

a. Ensayo de reconocimiento de alcaloides: Son de caracter alcalino y
pueden formar sales con &cidos diluidos. estas sales de alcaloides son
solubles en medio acuoso de acidos, pero cuando reaccionan con sales
de metales pesados tienden a insolubilizarse formando precipitados.
Los ensayos quimicos usados para el reconocimiento incluyen varios
ensayos de precipitacion, con diferentes reactivos como son el reactivo
de Dragendorff, el reactivo de Mayer, el reactivo valser, el reactivo
Reineckato de amonio, el reactivo de Wagner, entre otros Teniendo en
cuenta la toxicidad de muchos de estos reactivos, que utilizan sales de
metales pesado como el mercurio, es recomendable el uso del reactivo
de Wagner (Martinez. 2020).
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Figura 13. Reaccion que explica la formacion de compuestos
insolubles entre un alcaloide y una sal de metal pesado

Tomado y modificado de Martinez. 2020

b. Ensayo de reconocimiento de compuesto fendlico: Debido a la gran
cantidad y variedad estructural de las diferentes clases de compuesto
fendlicos naturales, utilizan diferentes ensayos de coloracién para su
reconocimiento preliminar en muestras biolégicas. En ensayos mas
utilizados es el del cloruro férrico. En este ensayo es una solucion
acuosa o alcohdlica de una muestra vegetal, se hace reaccionar con
una solucion de cloruro férrico acuoso o alcohdlico, en concentracion
del 1%. Los compuestos fendlicos tienden a formar complejos de
diferentes colores con el cation Fe*3, la formacién de color o precipitado
oscuro es aceptable con un resultado positivo sobre la presencia de
compuesto fenodlico. No obstante, hay compuesto fendlicos de baja
polaridad que no dan resultado positivo con este ensayo, por lo que se

requiere otro tipo de analisis diferente (Martinez. 2020).
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Figura 14. Reaccion de formacion de complejos coloreados de un
compuesto fendlico con una sal de hierro 1.

Tomado y modificado de Martinez. 2020

c. Ensayo de reconocimiento flavonoides: los flavonoides representan un
grupo importante de sustancias con propiedades antioxidantes, estos
contiene en su estructura un sistema anular y-benzopirona, reaccionan
con iones Mg*? y acido, para formar complejos coloreados de color rojo
a violeta. Por tanto, la formacién de coloraciones rojo a violeta, es
considerada un resultado positivo que permite inferir la presencia de
flavonoides en la muestra analizada. A este ensayo se le conoce como
ensayo de Shinoda. Es importante mencionar que algunas clases de
flavonoides como las chalconas y las cateninas, no dan resultado

positivo con este ensayo (Martinez. 2020).
o)

O
Figura 15. Sistema benzopirona

Tomado y modificado de Martinez. 2020
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d. Ensayo de reconocimiento de terpenoides: los terpenos comprenden
una gran cantidad de sustancias naturales con estructuras como desde
las mas simples hasta otras con gran complejidad estructural (esteroles,
triterpenos, etc.) la mayoria de estas sustancias contiene grupos
funcionales tales como los enlaces dobles de C=C, hidroxilo de
alcohdlico, puente de éter, grupos carboxilo, grupos éster. Con lo
excepcion del carboxilo, los deméas son grupos funcionales son
relativamente poco reactivos para detectarlos mediante ensayos
quimicos répidos y confiables. Los terpenoides se pueden reconocer
mediante el ensayo de Liebermann-Buchard (Martinez. 2020).

e. Ensayo de reconocimiento saponinas: las saponinas son glucésidos
qgue por hidrolisis liberan una o mas unidades de azucar y aglicones
libres de azucares que son liberados del sistema anillo policiclico
(sapogeninas). Las sapogeninas pueden ser biterpenoides o
esteroides. Existen varios métodos para la cuantificacion de saponinas
entre las que se encuentran afrosimétricos, volumétrico,
espectrofotométricos y cromatografico, el método con mayor frecuencia
utilizado es el de la medicion de espuma (afrosimétricos) (Tufion.2002)
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Extractos vegetales

La preparacion de los extractos vegetales se realiza extrayendo los principios
activos de las plantas, teniendo como objetivo conservar los componentes en
forma concentrada y uniforme. El material vegetal fresco o seco se trata con
solventes apropiados tales como; agua, alcohol, éter, cloroformo, entre otros,
luego estos se concentran a una consistencia determinada, obteniéndose los
extractos (Albornoz, 2001), entre los métodos de obtenciébn se pueden

mencionar:

1. Por arrastre de vapor: Se utiliza para la extraccion de aceites esenciales
ya que éstos contienen compuestos volatiles o aromaticos como los
alcoholes y cetonas, siendo este método perfecto para su extraccion
mediante el uso de vapor saturado a presion atmosférica; al liquido
acuoso que se obtiene se le hace extraccion con cloroformo y el extracto
cloroférmico que se obtiene se lleva al rota vapor y luego a una columna
para separacion cromatografia (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

2. Calentamiento por reflujo: se utiliza para condensar vapores producidos
en la calefaccion y volver estos condensados al recipiente de reaccion,
este método garantiza que no se pierda el disolvente (Baez, 2021).

3. Fluidos supercriticos: Un fluido supercritico es una sustancia, mezcla o
elementos que, mediante operaciones mecanicas, bajo unas
condiciones operativas de presion y temperatura, se sitla por encima
de su punto critico, pero por debajo de la presion que hace falta para
condensarlo en un sdlido (Valcarcel y Gomez, 1988).

4. Extraccion soélido-liquido: La extraccion de muestras sdlidas con
solventes, generalmente conocida como extraccion soélido-liquido, es un

método muy utilizado en la separacion de compuestos antioxidantes a
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partir de residuos solidos; estos residuos requieren la extraccion con
solventes convencionales y la posterior eliminacién de estos para
obtener un extracto concentrado; los solventes mas habituales son
agua acidificada, etanol, metanol, isopropanol, hexano, ciclo hexano,
tolueno, xileno, ligroina, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo,
acetona, cloroformo (Tébio, Diaz, Rondén, Fernandez y Piloto, 2017).

Maceracion: Es un método de extraccion sélido-liquido donde el
material vegetal que se pretende extraer contiene compuestos solubles
en el liquido de extraccion a utilizar; para realizar el proceso se corta o
muele el material vegetal, fresco 0 seco, se coloca en recipientes
adecuados, se coloca el disolvente seleccionado por polaridad: hexano,
cloroformo y finalmente etanol o metanol en reposo con un equipo en
agitacion continua a temperatura ambiente durante un intervalo de dias

que puede ser de 3 a 5 (Rivas y cols, 2016).

Infusion: El disolvente se hierve y posteriormente se introduce la planta
a extraer, dejandose enfriar la mezcla hasta temperatura ambiente; él

extracto recibe el nombre de infusion o té (Valcarcel y Gomez, 1988).
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Bacterias

Las bacterias son organismos procariotas que no poseen organelos, el
material hereditario de las bacterias consisten en un solo cromosoma, llamado
nucleoide bacteriano y estd estructurado en una cadena de ADN que se
encuentra dentro del citoplasma, no posee membrana nuclear, la informacion
se almacena en el ADN y es transcrita por el ARNm que se une a los
ribosomas, donde se traduce a proteinas especificas por la polimerizacion de

los aminoé&cidos (Braude, 1984).

Las bacterias se clasifican segun su caracteristicas macroscopicas y
microscopicas, la caracterizacion inicial por los aspectos macroscopicos se
realiza en funcion a los rasgos de crecimiento en distintos nutrientes, y medios
de cultivos selectivos; también a las distintas colonias bacterianas tales como,
su color, forma, tamafio y olor, sus propiedades metabdélica como, la capacidad
de resistir frente a determinados antibitticos, fermentacion de azucares
especificos, también con capacidad hemolitica o hidrolizar lipidos. Los
aspectos microscopicos incluido, tamafio, forma, y configuracion de las
bacterias (cocos, bacilos, curvos, espirales) y la capacidad de captar el

colorante Gram (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

La tincion de Gram permite al clinico distinguir entre las dos clases
fundamentales de bacterias como son, las bacterias Gram positivas de los
género Staphylococcus, Streptococcus y Enterococcus, cuya pared celular
estd compuesta por capas gruesas de peptidoglicano, lo cual hace que se
deshidrate y sus poros se mantengan cerrados durante la coloracion de Gram
reteniendo el colorante violeta de genciana y al microscopio se observa de

color purpura (Ramirez, 2015).

Mientras que las bacterias Gram negativas de los géneros Klebsiella,

Salmonella, Proteus, E. coli, Shigella, Citrobacter, Enterobacter, Serratia,
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Campylobacter, entre otros, son bacterias cuya pared celular esta compuesta
por altos contenido de lipidos, lo cual hace que al decolorar queden poros en
la pared y permita la salida del compuesto violeta de genciana-yodo y al
agregar el colorante de contraste, la safranina, tomen un color rosado
(Ramirez, 2015).

Las bacterias que no se pueden clasificar en funcién del resultado con el
Gram se incluyen al género Mycobacterium, estas consta de una cubierta
externa de tipo céreo y que se distinguen bien con la tincién acido alcohol
resistente y el género Mycoplasma no poseen péptidoglicano (Murray,
Rosethal y Pfaller. 2009).

Antibiodticos

Se definen como antibiéticos aquellos metabolitos secundarios
productos de ciertos microorganismos que son capaces de inhibir el
crecimiento de otros microorganismos o de destruirlos (Marcano y Hasegawa.
2002).

Clasificacioén

Los antibioticos se clasifican segun su origen, en los que se encuentran, los
antibioticos naturales, estos son sintetizados por organismos Vivos
(penicilinas, polimixinas, cloranfenicol), también en esta clasificacién se
encuentran los sintético, estos son generados mediante la sintesis quimica y
los semisintéticos, los cuales sufren modificaciones quimicas de moléculas
sintetizadas por microorganismos vivos (ampicilinas, cefalosporinas) (Braude,
1984).

Los antibidticos también se clasifican segun su tipo de accion, como son,

bacteriostaticos, los cuales inhiben el crecimiento del microorganismo y los
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bactericidas que mata al microorganismo sin necesidad de destruirlo o lisarlo
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009)

Estos antibidticos presentan un espectro de accién, entre los que se
encuentran los de, espectro reducido, estos son activos frente a un grupo
determinado de bacterias, como son, macrélidos (cocos Gram positivos) y
gentamicinas y los de espectro amplio, que presenta actividad frente a grupos
bacterianos de importancia clinica, entre ellos se encuentran, las penicilinas
(cocos Gram positivos, bacilos Gramnegativos y bacilos Gramnegativos),
también las ampicilinas cocos Gram positivos y cocos Gramnegativos)
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Existe otra clasificacion, que depende de su composicion quimica, como son:

1) Betalactamicos

e Penicilinas: Es el grupo mas amplio de los antibiéticos, entre los
betalactamicos se encuentran el grupo de las penicilinas, entre las que
se encuentran las penicilinas naturales, estos antibiéticos activos frente
atodos los Streptococcus B-hemoliticos y otros Streptococcus, también
presenta actividad reducida frente a Staphylococcus y es inactivo a
bacilos Gram negativos; mientras que las penicilinas resistentes a
penicilinasas, estas son similares a las penicilinas naturales pero tiene
mayor actividad frente a Staphylococcus; las aminopenicilinas ellas
presentan actividad frente a cocos Gram positivos y son activas frente
a algunos bacilos Gram negativos, siendo la piperacilina las mas activa;
mientras que los betalactamicos con inhibidores de la betalactamasa
son antibioticos combinados con un inductor como la amoxicilina con
acido clavulanico, piperacilina tazobactam, ampicilina sulbactam, tiene

mejor actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus productores de
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2)

Betalactamasa y algunos bacilos Gram negativos, sin embargo no
inhiben todas las Betalactamasas (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Cefalosporinas: Entre el grupo de las cefalosporinas, estan presentan
varios grupos, entre los que se encuentran las cefalosporinas de
espectro reducido, esta tiene actividad equivalente a la oxacilina
(perteneciente al grupo de las penicilinas) frente a bacterias Gram
positivas y actividad frente a algunos Gram negativos como son E. coli,
Proteus mirabilis; también se encuentra en este grupo las
cefalosporinas de espectro amplio, tiene una actividad mejorada frente
a Gram negativos que incluye Enterobacter, Citrobacter y algunas
especies de Proteus y Pseudomonas (Munrray, Rosethal y Pfaller.
2009).

Carbapenemos: Estos son antibidticos de gran espectros activos frente
a la mayoria de Gram positivos y Gram negativos, no se incluye
Staphylococcus resistente a oxacilina, la mayoria de los Enterococcus
y algunos bacilos Gram negativos (Burkholderia, Strephomonas y

Pseudomonas) (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Monobactamicos: Este es activo frente a determinados bacilos Gram
negativos pero inactivo en cocos Gram positivos (Murray, Rosethal y
Pfaller. 2009).

Polipéptidos: En este grupo se encuentra la Bacitracina, se emplea por
via topica en el tratamiento de infecciones cutaneas por bacterias Gram
positivas (Streptococcus y Staphylococcus), las bacterias Gram
negativas son resistente a este antimicrobiano (Murray, Rosethal y
Pfaller. 2009).

35



3)

4)

5)

6)

7

Amino glucosidos: Se componen de amino azucares unidos mediante
enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol, este grupo se emplea en
como tratamiento de infecciones sistémicas producidas por bacterias

Gram negativas (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Tetraciclinas: Son antibioticos bacteriostaticos de amplio espectro que
inhiben la sintesis proteica de las bacterias (Murray Rosethal y Pfaller.
2009).

Glicilciclinas: Son derivado semi sintético de minociclina, tienen un
amplio espectro de actividad frente a las bacterias Gram positivas y
Gram negativas aunque Proteus, Morganella Providencia vy
Pseudomona aeruginosa suelen ser resistente (Murray, Rosethal y
Pfaller. 2009).

Oxazolidonas: Son antibidticos de espectro reducido, dispone de
actividad frente a todos los Staphylococcus, Streptococcus y
Enterococcus (incluso aquellas cepas con resistencia a vancomicina y
amino glucésidos), los Enterococcus son dificiles de tratar, por lo que
se reserva generalmente este tipo de antibiético para estas infecciones
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Macrdlidos: La estructura basica de este tipo de antibibtico consta de
un anillo de lactona macrociclico unido a dos azucares, desoxamina y
cladinosa. Las modificaciones en la estructura del macrélido han dado
lugar al desarrollo de nuevos farmacos, como Azitromicina y
Claritomicina. Se han utilizado como tratamiento de infecciones del

aparato respiratorio causados por los géneros Mycoplasma, Legionella
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8)

9)

y Chlamydia , asi como en el tratamiento de infecciones por especies
del género Campylobacter y bacterias Gram positivas en pacientes
alérgicos a la penicilina, casi todas las bacterias Gram negativas son

resistentes a macrolidos. (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Clindamicinas: Es un antibiético derivado de vancomicina, este farmaco
es activo frente a Staphylococcus y bacilos Gram negativos
anaerobicas, pero, por lo general, carece de actividad frente a bacterias

Gram negativas aerobicas (Murray Rosethal y Pfaller. 2009).

Estreptomicina: Este antimicrobiano conforma un grupo de péptidos
ciclicos producidos por el género Streptomyces, estos antibibticos se
administra con la combinacibn de dos componentes, las
estreptograminas del grupo A y estreptograminas del grupo B, las
cuales actian de forma sinérgica para inhibir la sintesis proteica. Este
antibiotico combinado dispone de actividad a Staphylococcus y
Enterococcus faecium (pero no para Enterococcus faecalis), la
administracion de este antibiético ha quedado restringida basicamente
al tratamiento de las infecciones por E. faecium resistente a

vancomicina (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

10) Quinolonas: Se trata de antibidticos sintéticos, este antibidtico se

empleé como tratamientos de infecciones urinarias causadas por
diversas bacterias Gram negativas (acido nalidixico), este antibiético ha
sido remplazado actualmente por otras quinolonas mas nuevas
(fluoroquinolonas) que se obtuvieron mediante modificaciones del
nacleo de quinolona formado por dos anillos, estos antibiéticos poseen
una excelente actividad frente a bacterias Gram positivas y Gram

negativas aunque Staphylococcus resistente a oxacilina y Enterococcus
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puede desarrollar resistencia con cierta rapidez (Murray, Rosethal y
Pfaller. 2009).

11) Rinfampicina: Es un derivado semi sintético de la rinfamicina B, se
utiliza frecuentemente en combinacion con uno o mas antibiéticos ya
que la resistencia puede aparecer de forma rapida (Murray, Rosethal y
Pfaller. 2009).

12) Sulfonamidas: Son activos frente a un amplio espectro de organismos
Gram positivos y Gram negativos, las sulfonamidas de accion breve,
como sulfisoxazo, constituye uno de los farmacos de eleccion para
tratar infecciones agudas y cronicas de las vias urinarias por bacterias
sensibles, como E. coli. La combinacion del trimetoprim-sulfametoxazol
posee actividad frente a una gran variedad de microorganismos Gram
positivos y Gram negativos; esta combinacion es eficaz en el
tratamiento de las infecciones bacterianas de las vias respiratorias
bajas, otitis media y gonorrea no complicada causada por Pneumocytis
carinii (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Mecanismo de accién de los antibi6ticos

Estos presentan una estrategia frente a las infecciones ocasionadas por
las diferentes bacterias, entre estos mecanismos se encuentran; los que
inhiben sintesis de la pared celular, como es la sintesis de peptidoglicano
(PBP), los antibioticos que ejercen dicha accion son: Los Betalactamicos,
Glucopéptidos y las Bacitracina; cuando las bacterias en proliferan, ellas se
exponen a estos antibidticos, por lo tanto farmaco se une a una PBP
especificas de la pared celular bacteriana e inhibe la formacion de puentes
entre cadenas de peptidoglicano, a su vez este proceso activa ciertas auto
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lisinas que degradan la pared celular y originan la destruccion celular (Murray,
Rosethal y Pfaller. 2009).

Otros antibidticos actian sobre la membrana externa de la pared celular,
este grupo de antibiéticos son las polimixinas; la presencia de estos
antibioticos altera la permeabilidad de la membrana bacteriana, como son los
lipoposacaridos y fosfolipidos, lo cual al romperse produce la pérdida de los
componentes intracelulares esenciales y produce la muerte de la bacteria
(Murray Rosethal y Pfaller. 2009). Por otro lado se encuentran los antibitticos
con accién en la sintesis ADN, ARN, como es el caso de la rifampicinas que
se une a la polimerasa de ARN dependiente de ADN e inhibe la sintesis de
ARN y en la caso de las quinolonas, estas actia inhibiendo a la enzima
topoisomerasa del ADN; en las bacterias Gram positivas estas penetran
directamente a través de la membrana celular hasta alcanzar el citoplasma,
mientras que en las bacterias Gram negativas el farmaco penetra a través de
las porinas para llegar al citoplasma; posteriormente actdan a nivel del ADN
bacteriano produciendo la inhibicién de las topoisomerasas (ADN-girasa y
topoisomerasa V), que al unirse las quinolonas a las sub unidad de la ADN
girasa se produce la aparicion de extremos libres de ADN, sobre las cuales

actuaran la exonucleasa que producira la muerte celular (Rodriguez, 2005).

También se encuentra otro grupo de farmacos que actlan sobre la
sintesis de proteinas, en los que se encuentran lo aminoglucdésidos,
tetraciclinas y glicilciclinas; los aminoglucésidos para ejercer su accién
atraviesan la membrana externa bacteriana (bacterias Gram negativas) la
pared celular y la membrana citoplasmatica hasta llegar al citoplasma donde
inhiben la sintesis de proteinas mediante su unién irreversible a las proteinas
ribosémicas 30S; esta unién a los ribosomas tiene dos efectos, la produccién
de proteinas anomalas como resultado de una lectura incorrecta del ARNm y

la interrupcidn de la sintesis de proteina a raiz de la separacion precoz del
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ribosoma del ARNm (Murray Rosethal y Pfaller. 2009). En el caso de las
tetraciclinas estos son antibiéticos bacteriostaticos de amplio espectro que
inhiben la sintesis proteica de las bacterias al unirse de forma reversible a la
sub- unidad 30S del ribosoma, inhibiendo asi la unién del aminoacil ARN de
transferencia (ARNt) al complejo ribosoma 30S- ARNm; por otra parte las
Glicilciclinas tiene un espectro similar a Tetraciciclina pero mas activas frente
a las bacterias Gram negativas y las Micobacterias de crecimiento rapido
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Los fenicoles en contraste con los aminos glucosidos, pero se diferencia
porque se une exclusivamente a la sub- unidad 50S del ribosoma de modo que
se bloquea cuando este se liga a la porcidén del ribosoma (Braude, 1984).
Mientras los macrolidos ejercen su accion por medio de la union reversible al
ARNr 23S de la sub-unidad ribosémica 50S, la cual inhibe la elongacién poli
peptidica (Murray Rosethal y Pfaller. 2009). Las lincosamidas actia como los
fenicoles al inhibe la sintesis de proteinas y la transferencia de aminoacidos
desde el ARNt al polipeptido en el ribosoma e impide la elongacién, mas que
la iniciacion de las cadenas peptidicas (Braude, 1984). En las
estreptograminas la molécula dalfopristina se une a la sub- unidad ribosémica
50S e induce el cambio conformacional que facilita la unién de quinupristina.
La primera molécula impide la elongacion de la cadena peptidica, mientras la
segunda provoca la liberaciéon prematura de las cadenas peptidicas por parte
del ribosoma (Murray Rosethal y Pfaller. 2009). Las oxazolidonas inhibe el
comienzo de la sintesis proteica al interferir con la formacion de un complejo
de inicio formado por el ARNt, el ARNm y el ribosoma. Se une a la sub-unidad
50Sde ribosoma, de forma que distorsiona el sitio de union del ARNt y evita la
formacion del complejo 70S. Este mecanismo de accion es exclusivo de las
oxazolidonas, por lo que no existe resistencia cruzada con otro antibiético

inhibidores de la sintesis proteica (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).
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Resistencia Bacteriana

La resistencia bacteriana es la estrategia que tienen las bacterias para
disminuir o inactivar la accion de los agentes microbianos frente a los ataques
para poder persistir en el hospedador. Existen diferentes tipos de resistencias
entre ellos se encuentran (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009):

Barrera de acumulacion, entre las cuales se encuentran los que alteran
la barrera de permeabilidad, este tipo de resistencia modifica la configuracion
de las porinas y proteinas de membrana, donde los factores que intervienen
en este proceso esta relacionado con la carga eléctrica del compuesto y su
composicién hidrofébica, las bacterias tienen la capacidad de generar
mutaciones en las porinas que cambia su estructura y evita que estas sean
utilizadas por los antibiéticos como su canal de entrada; mientras que la bomba
eflujo o expulsién permite un intercambio dinamico, permitiendo el ingreso de
sustancias necesarias para su desarrollo y eliminando sustancias téxicas para
su supervivencia del espacio periplasmico al espacio extracelular (Correa, De
La Cadena, Rojas, Falco, Aranaga, Alonso y Perenguez. 2021).

Las alteraciones del sitio blanco en las bacterias, puede ocurrir
mutaciones capaces de alterar el sitio donde se fijan y actian los antibi6ticos,
impidiendo que pueda interrumpir una funcién vital de las bacterias en las que
se encuentra la alteracion de la ADN-girasa y topoisomerasa IV por

mutaciones puntuales en los genes gyrA y/o parC (Correa y cols. 2021).

La inactivacion de las bacterias se presenta debido a que las bacterias
expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del antibiético
haciendo que esta pierda su funcién. Dentro de este fendmeno se encuentran
las enzimas denominadas modificadoras de aminoglucdsidos, que catalizan la
modificacion del antibiotico a través de N-actilacion, O-nucleotidilacion o la O-

fosforilacién. El segundo grupo de enzimas son las betalactamasas, capaces
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de hidrolizar los antibidticos betalactdmicos, principal armamento para

combatir las infecciones por bacterias multiresistentes (Correa y cols. 2021).

En general, todos o parte de estos mecanismos de resistencia pueden

estar presentes en las bacterias Gram negativas y Gram positivas (Correa y

cols. 2021), estas se clasifican de forma mas especifica de la siguiente

manera:

1)

2)

3)

4)

Mecanismo de resistencia de las bacterias Gram positivas

Resistencia a betalactamasas tipo penicilinasas: Esta resistencia se
encuentran presenten en Staphylococcus, Neisseria, Haemophilus y
Moraxella, estas bacterias confieren resistencias a las penicilinas a
excepcion a las penicilinas resistentes a las betalactamasas (oxacilinas,
meticilinas, cloxacilinas) (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Modificacion de la PBP (gen mecA): Este tipo de resistencia se
encuentra especificamente en Staphylococcus y confiere resistencia a
todos los betalactamicos incluyendo los combinados con los inhibidores
de la betalactamasa, no incluye a la cefalosporinas de 5ta generacién
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Modificacion de la PBOla, PBP2b, PBP2x: Presente solo en
Streptococcus pneumoniae, el cual presenta resistencia a todos los
betalactamicos incluyedo a los inhibidores de la betalactamasa (Murray,
Rosethal y Pfaller. 2009).

Modificacion a nivel ribosomal (gen erm): En este tipo de resistencia se

investiga al género Staphylococcus y especies como Streptococcus
pneumoniae Yy Streptococcus betahemoliticos, ellos confieren
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5)

1)

2)

resistencia a Macrolidos, Lincosamidas y estreptograminas. Se puede
presentar resistencia de tipo constitutiva MLSc donde hay una clara
resistencia a eritromicina y clindamicina o inducible MLSi esta presenta
resistencia a la eritromicina y una falsa sensibilidad a clindamicina, por
lo que se utiliza un inductor como eritromicina que contiene clandinosa
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Resistencia a alto nivel a la gentamicina: El género Enterococcus
presenta la forma intrinseca de resistencia a bajo nivel de a los
aminoglucésidos por un transporte deficiente al interior de la bacteria
por lo que se utiliza este antibiético para estudiar la presencia de del
genero Enterococcus en sitios naturalmente estériles, se investiga si se
puede o no utilizar una terapia combinada con el aminoglucdésido y
antibidticos activos contra la pared celular, en este caso, ampicilina,

vancomicina, penicilina (Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Mecanismo de resistencia de las bacterias Gram negativas

Betalactamasa resistentes a los inhibidores (IRT): Estos presentan
resistencia a los aminopenicilinas, ureido penicilinas, e inhibidores de la
betalactamasa y no presenta actividad en el resto de los betalactamicos
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

Betalactamasa tipo AMPC: El cual presenta resistencia a penicilinas,
cefalosporinas de 1ler, 2da, 3era generacion, monobactamicos, e
inhibidores de la betalactamasa, no afectando la cefalosporinas e de
4ta generacion ni carbapenemos. Se puede presentar una resistencia
constitutiva. La cual se produce a bajos niveles, estas no producen

resistencia pero cuando se des reprimen si confieren resistencia y las
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inducibles (son plasmidicas) se observa una falsa sensibilidad, lo que
indica que en terapias prolongadas puede haber fala terapéutica
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

3) Betalactamasa de espectro extenso (BLEE): Este tipo de resistencia se
presenta en todos los betalactamicos excepto en carbapenemos y
cefamicinas ni agentes combinados con inhibidores betalactamicos
(Murray, Rosethal y Pfaller. 2009).

4) Betalactamasa tipo carbapenemasa: Presenta dos tipo de resistencia,
carbapenemasa tipo métalo este presenta resistencia a todos los
betalactamicos excepto al aztrionam y la carbapenemasa tipo KPC
confiere resistencia a todos los betalactamicos (Murray, Rosethal y
Pfaller. 2009).

Métodos para determinar la actividad antibacteriana

Las pruebas de susceptibilidad son técnicas esenciales en la
investigacion y los resultados pueden variar dependiendo de una gran
variedad de factores en el desarrollo de las mismas (Bakht, Humaira y Haq,
2005). Los ensayos de sensibilidad deben de estar estandarizados y sujetos a
procesos de control que aseguren la reproducibilidad; no existe un reglamento
o estandar de la metodologia para la evaluacion de la capacidad inhibitoria de
los extractos de las plantas, como esta establecido para los antibidticos, la
mayoria de los métodos estan basados en los utilizados para evaluar la

resistencia o susceptibilidad a los antibidticos (Cowan, 1999).

44



Método de difusién

Es un método cualitativo, que se caracteriza por ser de facil
estandarizacion e indicado para microorganismos no exigentes y crecimiento
rapido, este método esta apoyado por datos clinicos y de laboratorio y ademas
presenta la ventaja de ser reproducible; el método se desarrolla a base a los
fundamentos descritos por (Bauer, Kirby, Sherris y Turck, 1966) en el método
de Kirby-Bauer. Esta técnica se puede realizar ya sea en pozo o disco ya que
actualmente ambos se encuentran estandarizados y son recomendados por el
Subcomité de ensayos de susceptibilidad del NCCLS, de los Estados Unidos
(Ramirez y Marin, 2009).

A través de este método se determina en forma cualitativa el efecto de
ciertas sustancias a estudiar sobre cepas bacterianas las cuales pueden
provenir de muestras aisladas de pacientes o bien ser de referencia (ATCC).
El método se desarrolla en base a la relacion entre la concentracion de la
sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicién de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un método de cultivo
adecuado y que se encuentre sembrado de forma homogénea con el
microorganismo a estudiar y sobre el cual se coloca el papel filtro de 6 mm de
diametro o se deposita en un pozo en el agar de la placa una cantidad
determinada de la sustancia a probar (extracto vegetal) (Burges; Jordan;
Bregu; Meanns y Boyd, 1999).

Dilucion y micro-diluciéon en caldo

Las técnicas de dilucién y microdilucidén consisten en preparar una serie
de tubos con una determinada cantidad de caldo de cultivo en cada uno, a la
que se incorpora una cantidad de antibidtico creciente, de modo que se
obtengan concentraciones dobles progresivas. Se siembran las bacterias, se

incuban y a las 18-24 horas se observa el crecimiento. El tubo con la menor
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concentracion de antibiético que ha inhibido la bacteria indica la concentracion
minima inhibitoria (Prats, 2005).

Difusién en agar o Kirby Bauer

Este método consiste en depositar en la superficie de una placa de agar
Mueller-Hinton previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel
de filtro impregnados con los diferentes antibiéticos. Tan pronto el disco
impregnado en antibidtico se pone en contacto con la superficie himeda del
agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde por el agar, formandose un
gradiente de concentracion. Transcurridas 18 a 24 horas de incubacién, los
discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibicion de
crecimiento bacteriano (Taroco y col. 2006).
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Definicion operacional de términos

Escala de turbidez de MacFarland: Es un estandar que nos permite
comparar la turbidez de la suspensién con el indculo para evaluar si el
tamafo del mismo es el apropiado para la prueba de susceptibilidad.
Esta escala se prepara mezclando diferentes volimenes de &cido
sulfdrico al 1 % y de cloruro de bario al 1,175 %, para obtener soluciones
con densidades Opticas especificas (Forbes y cos., 2009).

Efecto bactericida: Un producto bactericida provoca la muerte de las
bacterias de manera irreversible (Gil, Perelli, Alvarado, Arias,
Blumenthal, 2012).

Efecto bacteriostatico: Es aquel que no destruye o mata las bacterias,
pero si detiene su crecimiento, de tal manera que terminan muriendo

sin reproducirse (Gil y cols, 2012).

Coloracion de Gram: Es un tipo de coloracion diferencial compuesta que
permite clasificar a las bacterias en Gram positivas y Gram negativas

segun la composicién de su pared celular (Ramirez, 2015).

Reacciones colorimétricas: Se basa en la medida de absorcion de
radiacion en la zona visible por sustancias coloreadas. En algunas
ocasiones, la muestra que deseamos determinar no posee color por si
misma en tal caso es preciso llevar a cabo un desarrollo de color
empleando reactivos que den lugar a sustancias coloreadas con la

muestra que interesa estudiar (Aparicio, 2017).

47



Definicion operacional de las variables

Hernandez, Fernandez y Baptista (2010), afirmaron que una variable es
una propiedad que puede variar y cuya variacion es susceptible de medirse.

Por lo tanto, en el siguiente punto se establecen las variables a la tabla 1y 2.
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Tabla 1. Definicibn operacional de la variable independiente: Composicion

qguimica de los extractos de las hojas de Ternstroemia acrodantha

hojas de T.

Variable Tipo de variable Definiciéon conceptual

¢Qué es?
Composicion Independiente o explicativa | Estudio de los componentes quimicos
quimica de los | Cualitativa de las plantas que comprende la
extractos de las extraccion, separacion y deteccion de

dichos componentes mediante

,Como se mide?

acrodantha formacién de compuestos colorados,
cromatografia, radiacion 0
fluorescencia  (Flores, Castafieda,
Montiel, y Hernandez, 2014).
Definicién Dimensiones Indicador
operacional

del

tamizaje fitoquimico

A través

Presencia de alcaloides
(Ensayo de Dragendorff,
Wagner y Mayer)/
cumarinas (Ensayo de
hidréxido de
concentrado)/ compuestos
(Prueba
FeClz)/ flavonoides (Ensayo
de Shinoda)/
(Prueba de

(Prueba de Ila

amonio

fendlicos con
saponinas
la espuma)/
taninos
gelatina)/ quinonas (Ensayo
de hidroxido de amonio
concentrado/ terpenos o
esteroles  (Ensayo de

Liebermman-Burchard).

alcaloides ( aparicion de turbidez o un
precipitado)/ cumarinas (azul- violeta
bajo luz UV)/ Compuestos fendlicos

( color azul o verde indica la presencia
de fenoles)/ flavonoides ( naranja o
violeta, se considera prueba positiva)/
saponinas ( prevalencia de espuma
durante mas de 5 minutos)/ taninos

( precipitado o ruptura de la gelatina se
considera positiva)/ quinonas (positiva
si se presenta una coloracion roja)/
terpenos y esteroles ( coloracion roja,

verde o azul positiva para la prueba)
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Tabla 2. Definicion operacional de la variable dependiente: Actividad
antibacteriana de los extractos de las hojas de Ternstroemia acrodantha

Antibacteriana de
las hojas de
Ternstroemia

acrodantha

discreta

Variable Tipo de variable Definicién conceptual
¢ Qué es?
Actividad Dependiente o explicativa y | Capacidad de una sustancia de inhibir

la multiplicacién o incluso de destruir
una bacteria (Albornoz, 1980).

Definicién
operacional

,Como se mide?

Dimensiones

indicador

Difusion en disco de
agar
(Kirby Bauer)

S. aeruginosa ATCC 25923,
E. faecalis ATCC 29212,

P. aeruginosa ATCC 27853,
K. pneumoniae ATCC 23357,

E. coli ATCC 25922

Halo de inhibicién
Resistente
Sensible

Sensibilidad intermedia
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Hipotesis

Estudios previos indican que varias especies del género Ternstroemia
producen metabolitos secundarios con diversa actividad biolégica por lo que
es de esperar que la especie Ternstroemia acrodantha contenga compuestos

similares, los cuales, posean actividad antibacteriana.
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

El proyecto realizado fue de tipo confirmatorio, segun Hurtado (2010) lo
define como un tipo de investigacion cuyo propésito parte de una hipétesis o
una investigaciéon que conduce a propuestas de cambio, este modelo de
investigacion consiste en interpretar y explicar a partir de las relaciones que ya
sean establecidos, en esta fase el investigador codifica, clasifica y analiza la
informacion obtenida, la interpreta y le atribuye un significado; la fase
confirmatoria genera como fruto el cumplimiento del objetivo planteado

inicialmente.

En el proyecto de investigacion se determino la composicion quimica de
los extractos de las hojas de T. acrodantha y la actividad antibacteriana,
basandose en estudios realizados por varios investigadores en otras especies

pertenecientes a la familia Ternstroemiaceae.
Disefio de la investigacion
El disefio de investigacion es la estrategia general que ha adoptado el
investigador para responder al problema planteado; en esta investigacion se

empled un disefio de laboratorio, que consiste en recolectar datos a partir de

fuentes vivas o materiales (Arias, 2012).
Poblacién y muestra

La poblacion no es mas que el conjunto limitado de individuos de una
misma clase que se unen entre si por tener caracteristicas comunes, las cual

se estudia para la obtencion de datos de la investigacion (Martinez, 2002). En
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la presente busqueda la poblaciébn es la planta entera de la especie
Ternstroemia acrodantha. Este tipo de poblacion puede ser denominada como

no finita ya que la misma esta constituida por todas las partes de la planta.

Segun Martinez (2002), se entiende por muestra un subgrupo de la
poblacién que debe ser representativo de la misma, y que se extrae cuando
no es posible medir a cada uno de las unidades de la poblacién. En esta
investigacion, la muestra estuvo constituida por las hojas de Ternstroemia
acrodantha que fueron recolectadas e identificadas por el Dr. José Grande, en
el bosque nublado de San Eusebio en el municipio Andrés Bello del estado
Mérida.

Instrumento de recoleccion de datos

Se tomo en cuenta que la recoleccidon de datos se hizo por medio de
hojas o cuaderno de trabajo; ya que es una investigacion experimental de
laboratorio, debe llevarse un registro de los resultados de cada prueba

realizada, para posteriormente elaborar tablas que nos permitan medir,

cuantificar los resultados obtenidos para tal fin.
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Procedimiento de la investigacion

Recoleccion del material vegetal

Las hojas de Ternstroemia acrodantha, se recolectaron en el bosque
Universitario de la localidad de San Eusebio ubicado en el municipio Andrés
Bello del estado Mérida, Venezuela, a una altitud de 2320 m.s.n.m.

Se tomd6 una muestra espécimen para su identificacion y elaboracion de
un voucher, que fue realizado por el Prof. Luis Gamez adscrito al
Departamento del Herbario MER, de la Facultad de Forestal de la Universidad
de Los Andes. La planta fue identificada botanicamente como Ternstroemia

acrodantha por el Dr. Pablo Meléndez, Dr. José Grande y el MSc Luis Gamez.

En el herbario Dr. Luis E. Ruiz T. de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
ULA, Mérida, reposa un voucher de fecha 20 de junio de 2019 con nimero 1
de la coleccion, donde figuran como recolectores de la planta el Prof. Luis

Gamez y la Br. Leysi Martinez, como se muestra en la figura 16.

Figura 16. Voucher de T. acrodantha
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Preparacion de los extractos vegetales

Las hojas de la planta fueron seleccionadas y se colocaron en la estufa
a 40 °C hasta completa sequedad, luego fueron molidas y se pesaron en la
balanza Denver Instrument XL 3100 obteniéndose 82,5 g del material vegetal
seco en el cual se representa en la Figura 17, se sometié a extraccion
mediante la técnica de maceracion usando como solventes hexano y etanol,
obteniendo 600 mg del extracto de hexano y 1150 mg del extracto etandlico

que se muestra en la Figura 18.

Figura 17. Recoleccién, secado y molido de las partes aéreas de

T. acrodantha

Figura 18. Maceracion y filtracion de los extractos de las hojas de

T. acrodantha
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Tamizaje fitoquimico

Se realizd, la identificacion de los grupos de metabolitos secundarios

presentes en cada extracto mediante las siguientes pruebas quimicas:

Para la determinacion de alcaloides se utilizo el ensayo de Dragendorff,
Wagner y Mayer, donde se peso6 100 mg del extracto etandlico y se le adiciono
10 mL de HCI al 10 %, luego se colocé el tubo en bafio de maria hasta
ebullicién por 30 minutos, se filtré el contenido del tubo y el filtrado se distribuy6
en 3 tubos de ensayo. Posteriormente al filtrado se adicion6 a cada tubo gotas
del reactivo correspondiente (Dragendorff, Wagner y Mayer). En el caso de
los Triterpenos y/o esteroles se emple6 el ensayo de (Liebermman-Burchard),
donde se procedio a afiadir a los extractos 0,5 mL de anhidrido acético a cada
uno, luego se le adicion6 cuidadosamente por las paredes del tubo unas gotas
de acido sulfarico concentrado. Para la identificacion de las saponinas se
empled la técnica de la espuma, se comenzd colocando en un tubo una
pequefia cantidad de cada uno de los extractos y se adiciono 1 mL de agua,
se agité vigorosamente durante un minuto. Los Flavonoides se evaluaron
utilizando el ensayo de Shinoda donde se tomé 1 mL de solucién de cada
extracto, posteriormente se afiadieron algunas virutas de Mg, sujetando el tubo
con una pinza se afadio cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de
HCI concentrado.

En la evaluacion de las quinonas se adicion6 2 gotas de hidroxido de
amonio concentrado al extracto etandlico en un tubo de ensayo. Las cumarinas
se determinaron al adicionar 2 gotas de hidroxido de amonio concentrado al
extracto etandlico en tubo de ensayo y se colocd bajo luz UV. Para la
identificacion de los polifenoles se empleé la prueba con FeCls, se adicion6 1
mL de solucién alcoholica de los extractos de hexano y etandlico, luego se le
agrego una gota de solucion acuosa de cloruro férrico al 10 %.
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Evaluaciéon de la actividad antibacteriana

La evaluacion de la actividad antibacteriana se llevdo a cabo en el
Laboratorio de Actinomicetos del Instituto de Investigacion de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes bajo la supervision de
la Dra. Yndra Cordero, bajo el siguiente procedimiento:

Preparacion de las muestras: Se preparé una solucibn madre a una
concentracion de 10.000 ppm del extracto etandlico de las hojas de T.
acrodantha utilizando como solvente el dimetilsulféxido (DMSO), el cual sirvio

también como control negativo.

Microorganismos evaluados: Para la evaluacibn de la actividad
antibacteriana se determind mediante el método Kirby Bauer, se estudiaron
cinco microorganismos (Tabla 3); dos especies de bacterias Gram positivas y
tres de Gram negativas de referencia internacional pertenecientes a la

Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC).

Tabla 3. Microorganismos evaluados

Microorganismo ATCC
Staphylococcus aureus 25923
Klebsiella pneumoniae 23357
Escherichia coli 25922
Pseudomona aeruginosa 27853
Enterococcus faecalis 29212
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Activacion o enriquecimiento de las cepas bacterianas: para la activacion
de las cepas se realizé utilizando un medio de agar nutritivo o agar infusion

cerebro corazén (BHI) que fue incubadas por 24 horas.

Preparacion de agar Mueller-Hinton: Para la preparacion del agar Mueller-
Hinton (MH), se tomaron 13,3 g del polvo de agar y se disolvieron 350 mL en
agua caliente purificada y se mezcld. Se llevé la solucion al microondas hasta
que se form6 una espuma de mas de un 1 cm de grosor, verificando que el
agar estuviera transparente lo que indica que el agar se fundié completamente,
se llevaron al autoclave por 15 minutos a 121 °C, se dej6 enfriar a temperatura

ambiente y se colocé en las placas de Petri previamente estériles.

Preparacion de las placas: Se rotularon las placas de petri con el nombre de
cada cepa y una placa identificada con el control positivo y control negativo.
En cada placa identificada se vertié 15 mL de agar MH, en la placa de controles

se colocé la misma cantidad de agar y se dejo solidificar.

Preparacion de los in6culos: Se prepararon en solucién salina estéril (0,85
% p/v NaCl), a partir del cultivo fresco de cada cepa bacteriana, hasta que se
logré una turbidez 6ptica correspondiente al patrén MacFarland N° 05 (0,5
unidades 108 cel/mL), con la ayuda de un espectrofotometro se verifico la
absorbancia cercana a 580 nm. Una vez preparado el in6culo de cada bacteria,
se tomd 1 mL de este indculo y fue afiadido a los medio de cultivo MH de cada
placa previamente identificada con cada bacteria. En los medios de controles

se in6culo de las misma manera.

Método de difusion en disco Kirby-bauer: se realizé la inoculaciéon de las
bacterias sobre la superficie de cada uno de los medios, se tomaron los discos
de papel filtro y se impregnaron con 10 uL del extracto etandlico, para los
controles positivos se colocaron los antibiéticos para las bacterias Gram

positivas Eritromicina 15ug (Staphylococcus areus) Ampicilina de 10 ug
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(Enterococcus fecalis), para las bacterias Gram negativas Piperacilinas 100ug
(Pseudomona auriginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) y para el
control negativo se colocé dimetilsulfoxido (DMSO), se llevé a incubacion a 37

°C en oxigeno durante 24 horas.

Lectura de los resultados: Posteriormente se midio los diametro del halo de
inhibicion de crecimiento de los controles positivos, donde los halos mayores
0 iguales a 32 mm (Eritromicina y Ampicilina) y 27 mm (Piperacilina), se
consideraron halos de inhibicion significativos, de acuerdo con el protocolo
establecido por el CLSI, 2023, luego se midieron los halos de inhibicion del
extracto para cada bacteria, S. aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa y K.

pneumoniae.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis fitoquimico de los extractos de las hojas de T. acrodantha

El analisis fitoquimico preliminar de las hojas de T. acrodantha (Tabla
4) permitié detectar la presencia de esteroles en el extracto de hexano y de

etanol, adicionalmente, este ultimo presento compuestos fendlicos (figura 19).

Tabla 4. Analisis fitoquimico de los extractos de las hojas de T. acrodantha

Metabolitos Prueba Extracto de Extracto de
secundarios etanol hexano
Alcaloides Dragendorff - -
Wagner - -
Mayer - -
Esteroles Liebermman- + ++
Burchard
Terpenos Liebermman- - -
Burchard
Compuestos fendlicos FeCls + -
Taninos Gelatina - -
Flavonoides Shinoda - -
Saponinas Prueba de la - -
espuma
Cumarinas y Quinonas | Prueba NH,OH - -

(++) Abundante. (+) Presente. (-) Ausente
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Figura 19. Resultados del andlisis fitoquimicos de los extracto de las hojas

de T. acrodantha

A. Extracto de hexano Extracto de etanol
B. Extracto de etanol Compuestos fendlicos
Esteroles

Los resultados obtenidos en el estudio fitoquimico son similares a los
reportados por Kofogoue y cols (2022); Soto y cols (2019) sin embargo difieren
en varios compuestos determinados en estos estudios como son: alcaloides,
taninos, triterpenos, terpenos esteroles, saponinas, catequinas, flavonoides,
mientras que los investigadores Raju y cols (2022) determinaron el compuesto
bioquimico denominado como ternstroenol F, el cual esta ausente en nuestro
estudio. También cabe destacar que la katsumadina aislada en los extractos
de las flores de T. pringlei (Soto y cols 2019) no fue identificada en T.
acrodantha. Esto podria deberse al hecho, que el trabajo realizado por

Kofogoue y Cols, la planta fue recolectada en el continente Africano; Mientras
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gue Raju y cols, la muestras fueron recolectadas en Australia, Soto y cols, las
hojas se obtuvieron en México, donde hay caracteristicas ambientales
diferentes, como luz, temperatura y precipitaciones, diferentes a las de
Venezuela que pueden influir en la produccion de metabolitos secundarios
(Soto, 2019).

Las caracteristicas de la planta como el contenido de agua, proteinas y
metabolitos secundarios generalmente cambian durante la estacion de
crecimiento y estado de desarrollo de un 6rgano afirma Valares (2011). Las
hojas jévenes secretan mayor cantidad de flavonoides y diterpenos que los
tallos y estos a su vez mas que las hojas maduras. Los flavonoides son los
compuestos mas abundantes, y presentan diferencias significativas entre
hojas jévenes, maduras y tallos (Valares, 2011). Por tanto, la edad de la planta
es otro aspecto que pudo haber influido en el aislamiento de los compuestos

quimicos, identificados en otros trabajos previos.
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Actividad antibacteriana de las hojas de T. acrodantha

El extracto etandlico de las hojas de Ternstroemia acrodantha, presento
actividad antibacteriana contra las cepas de S. aureus, E. faecalis, K.
pneumoniae y P. aeruginosa, esto puede deberse a la presencia de los
esteroles y compuestos fendlicos en el extracto. En la Tabla 5y (Figura 20)
se muestran los resultados de actividad antibacteriana del extracto de etanol

de las hojas de Ternstroemia acrodantha.

Tabla 5. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto de etanol
de las hojas de T. acrodantha

Halos de inhibicion (mm)
Bacterias Controles Controles Extracto | Control
positivos positivos Etandlico | Negativo
DMSO
S. aureus Eritromicina 32 7 0
15 ug
E. faecalis Ampicilina 32 9 0
10 ug
P. aeruginosa Piperacilinas 27 8 0
100 ug
E. coli Piperacilinas 27 0 0
100 ug
K. Piperacilinas 27 12 0
pneumoniae 100 ug

DMSO: dimetilsulfoxido. mm: milimetros
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Figura 20. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto de etanol de
las hojas de T. acrodantha.

CPCEt: Extracto de etanol (9mm)
Enterococcus faecalis ATTC 29212

CPCEt: Extracto de etanol (7mm)
Staphylococcus aureus ATCC 25923

CPCEt: Extracto de etanol | CPCEt:  Extracto  de | CPCEt: Extracto de etanol
ausente etanol (12 mm) (8 mm)

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae | Pseudomona aeruginosa
ATCC 25922 ATCC 23357 ATCC 27853

El mecanismo de accion de los fitoquimicos esta relacionado de forma
general con los cambios de la morfologia celular que pueden ocasionar
destruccion de la membrana que involucra la perdida de iones, también se
puede producir reduccién del potencial de la membrana, presentar supresion
de los factores de virulencia, inhibicion de la sintesis de acido nucleico,

alteracion de los perfil de lipidos y disfuncion mitocondrial (Prakash; Kumar,
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Singh y Songachan, 2020) , por lo que se ha propuesto que los componentes
activos de los extractos pueden inhibir el crecimiento de las bacterias mediante
los mismos mecanismos con los que actian los antibioticos (Ordaz; Amas;
Yafiez; Hernandez; y Camacho, 2010). Los compuestos fendlicos poseen
potentes propiedades antibacteriana (Prakash; Kumar, Singh y Songachan,
2020) y estos compuestos pueden estar relacionados con procesos de
inhibicion enzimatica posiblemente por interacciones inespecificas con las
proteinas bacterianas (Romani, Enciso, Cardenas, Condomuaman.2022)
ademas tienen la capacidad de destruir la pared celular y la membrana celular
(Abud, Bustos, Covo y FangMercado. 2015) mientras que los esteroles sirven
como percusores para una gran variedad de productos con actividad
especifica (hormonas, esteroides), estos también actian como detergentes de
las grasas de la dieta en el intestino para que estas sean mas facilmente
accesibles a las lipasas digestivas (Meco, Fuster,Alberich. 2016), por lo que,
los compuestos fendlicos presenta actividad antibacteriana. Sin embargo esto
podria variar dependiendo de los microorganismos, asi como de la estructura
quimica de los metabolitos, y la concentracion de los extractos (Vargas y cols,
2014).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se confirméd con respecto a lo determinado con lo anterior con otras
especies del género que existe relacidbn entre, los metabolitos
identificados (esteroles y polifenoles) con la actividad antibacteriana de
los extractos de las hojas de T. acrodantha.

Los extractos obtenidos mostraron un rendimiento de 600mg y 1150 mg
para el etanol y el hexano.

En los extractos de etanol y hexano de las hojas de Ternstroemia
acrodantha, se determind la presencia de esteroles y adicionalmente en
el extracto de etanol se presenté compuestos fendlicos.

El extracto de etanol de las hojas de T. acrodantha, a una concentracion
de 10,000 ppm mostraron actividad antibacteriana frente a S. aureus (7
mm), E. faecalis (9 mm), P. aeruginosa (8 mm), K. pneumoniae (12 mm)
y no mostré actividad frente a E. coli.

Las hojas de Ternstroemia acrodantha, contiene compuestos fenélicos
siendo un metabolito de interés, ademas de una amplia actividad
antibacteriana, por lo que se le considera una especie vegetal de interés
en la medicina tradicional.

La relevancia de la presente investigacion se debe a que no existen
trabajos previos sobre la composicion quimica y actividad
antibacteriana de los extractos de las hojas de Ternstroemia
acrodantha, siendo este el primer reporte que puede servir de base para

futuras investigaciones sobre otras actividades biolégicas
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RECOMENDACIONES

Evaluar otras actividades biolégicas en el extracto de las hojas de T.
acrodantha, ya que en otros estudios de la misma especie han reportado la

presencia de actividad antioxidante, antifingica y efectos téxicos.

Determinar la composicion quimica de otras partes de la planta para
proporcionar informacion sobre los componentes quimicos de esta especie de

Ternstroemia acrodantha.

Destacar la necesidad de realizar investigaciones relacionadas con las
especies de plantas de nuestros bosques de la cordillera de Mérida los cuales
pueden guardar una importante quimio diversidad, la cual sea aprovechable

para la salud publica.
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